Oponentsky posudek diplomové prace
Nicola Koupilova: Strukturni charakterizace lidské proteinkinasy CaMKK2 a
jejich interakci s vazebnymi partnery

Diplomova prace Nicoly Koupilové se zabyvala studiem lidské proteinkinasy CaMKK2 a jeji
interakce s isoformou y proteinu 14-3-3. V této interakci hraji podstatnou ulohu fosforylace
CaMKK2 v riiznych pozicich a ztohoto divodu byly ke studiu pouzity mutantni proteiny
CaMKKZ2, které mé¢ly néktera fosforylacni mista zmutovana na alanin. Soucasti diplomové prace
byla i optimalizace fosforylacniho protokolu. Vlastni vyzkum interakce obou proteind pak
vyuzival metod analytické ultracentrifugace, malothlového rozptylu rentgenového zafeni,
chemického zesiténi analyzovaného pomoci hmotnostni spektrometrie a vodik-deuteriové vymeény
analyzované rovnéz pomoci stejné metody. Ziskané tdaje pak byly pouzity k vytvofeni ,,rigid
body* modelu komplexu obou proteint.

Diplomova prace ma 89 stran, 54 obrazk a je ¢lenéna klasickym zptisobem. Seznam literatury
obsahuje 55 citaci odborné literatury. Prace je psana srozumitelné, piehledné a ma i dobrou
grafickou troven. Zvlast je nutno vyzdvihnout, ze prace v sobé obsahuje Siroky rozsah metod,
pocinaje expresi a purifikaci proteinovych konstruktii, pfes nekolik pokrocilych biofyzikalné
chemickych experimentalnich metod az k matematickému modelovani zohlednujicimu ziskana
naméiena data. Pouzité metody jsou dobie popsany, jak z hlediska svych teoretickych zakladu, tak
I zhlediska vSech detaild potiebnych pro reprodukovatelnost experimentt. Védecky
nejvyznamngéj$im vysledkem prace je nepochybné koneéna syntéza dat, vyustujici ve vytvoreni
modelu komplexu.

K praci mam nékolik poznamek:

1) V piipadé popisu zamrazeni proteinovych vzork (str. 28) by bylo 1épe uvést presné, jak
k tomu doslo; (napt. zamrazenim do tekutého dusiku a naslednym ulozenim pii -80 °C).

2) Typické déleni obsahu prace do celkii uvodu, metod, vysledkii a diskuse, neni vzdy
prakticky respektovano, a tak se v ¢asti Vysledky obcas popisuje i néco z metod, nebo se
v ¢asti Diskuse objevuji pasaze piipominajici spiSe literarni uvod. Tyto nedostatky jsou
ale spiSe drobné a celkové zamé&feni uvedenych kapitol zlstava spravné a obvyklé.

K praci mam tyto dotazy:

1. Pomérn¢ kliCovym momentem prace byl vybér dvou mutantl, tedy D330A
v jednom piipadé a T145A D330A S495A ve druhém piipad¢. Piestoze to z textu
prace nakonec vyplyva, bylo by mozna dobré vysvétlit logiku pouziti téchto mutaci,
protoze ve vlastni préci to explicitné popsano neni.



2. Pro préaci byla pouzita isoforma 14-3-3y a to jest¢ ve své zkracené forme. Bylo by
mozno objasnit, pro¢ zrovna tato iSoforma a jaky je diivod jejiho zkraceni?

3. Pii vytvofeni studovaného komplexu byla jako metoda ovéfeni pouzita nativni
elektroforéza. Bylo by mozno uvazovat o doplnéni pomoci méfeni enzymové
aktivity komplexu, resp. je takova enzymova esej dostupna a domnivate se, ze by
jeji pouziti bylo pfinosné?

4. V praci je uvedeno, Ze se jednotlivé mutantni formy liSily nachylnosti k degradaci.
Lze diskutovat pro¢ ktéto degradaci dochazi, ptipadné porovnat stabilitu
s ptirozenou formou proteinu (nemutovanou)?

Z mého posudku myslim vyplyva, Ze praci povazuji za velmi kvalitni. Podle mého minéni jisté

spliiuje podminky, které jsou na takovou préci kladeny. Doporucuji proto piijmout ji k dalsi
obhajob¢ a hodnotit ji stupném A (vyborng).
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